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Cd 对 离 体 的 鲤鱼 脑 
垂体 分 北 促 性 腺 激素 的 影响 
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“华南 师范 大 学 生物 学 系 广州 51063) 【中 山大 学 生物 学 系 PA 510275) Oe 
A 摘要 A tk A WE ae a th AEE PS, sree) ee. 
腺 激素 [GtH) 的 毒害 影响 。 发 现 Cd* 茎 能 直接 刺激 GtH PB, RE e EE EK lt 
释放 激素 (vGnRH-A) 刺 数 脑 生体 分 详 GtH EH., KREERET, Cdt t itk GtH 分 
洲 细 胞 的 毒害 机 制 之 一 可 能 是 它 干扰 了 Caz 的 正常 生理 作用 。 
关键 词 Cat, WERK, Bake FA R iif 


, s 
随 着 现代 工业 的 发 展 ， 水 环境 中 重金 属 污 染 日 益 严 重 ， 鱼 类 受到 危害 首 当 其 促 。 饥 
(Cd20] 是 危害 最 为 严重 的 重金 属 之 一 ， 已 经 发 现 其 对 鱼 类 的 下 丘脑 - 脑 重 体 -性 腺 轴 生 殖 内 
分 泌 调 控 系 统 中 的 性 腺 有 毒害 作用 (Sangalang，1973; Thomas, 1989; Annabelle, 
1992)。 但 是 ，Cdx 对 脑 垂体 和 下 丘脑 的 影响 尚未 见报 道 。 本 实验 用 离 体 的 鲁 鱼 脑 垂体 灌 
iM A A, BASE Cd“ 对 脑 垂 体 分 族 GtH 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 

选用 购 自 广州 市 农贸 市 场 的 雏 鱼 (Cyprinus carpio L. ) 体 重 250—500 g, HEtE, TERR 
成 熟 系数 为 9.4 土 2.1%， 实 验 前 量 鱼 暂 养 在 室外 水 泥 池 里 。 
12 BRAM RERBRE ARE 

SRK (HS OAR YT REHM DERBER RRS, 1993). me 
Z, SRRERAREMAEMAK HM, ROMERO RE PRA, AE HTE RE 
体 的 碎片 分 别 转移 到 柱状 灌流 孵育 室 ( 灌 流 柱 ) 中 。 脑 垂体 碎片 先 用 199 培养 渡 ( 含 
25 mmol / L HEPES 和 15 U / ml fl a) BIR R10 h, WA Sml / hbh) 实 验 前 
2 h 将 199 培养 液 换 成 HBSS 平衡 盐 溶液 ( 含 25 mmol/L HEPES 和 0.1% 牛 血 请 白 蛋 
白 ， 简 称 HBSS, MRR HA 15 mih) HBSS & Ca 1.25 mmol/L, #5 HBSS 不 
& Ca", WRB EA 19+1C, $10 min 或 5 min 自动 收集 器 收集 一 管 灌流 液 样 
品 ， 样 品 贮 于 -285 中 待 测 GtH 含量 。 


本 文 1994 年 5 月 24 日 收 到 ， 同 年 9 月 2 日 修 回 
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13 ”化 学 试剂 

199 培养 被 (Sigma 公司 )，TFP( 三 氟 啦 嗪 Trifluoperazine，Sigma 公司 )，EDTA( 乙 二 
胺 四 乙酸 二 钠 ，CioHi4N2OsNaz。2H2O) 和 CdCl, 均 为 A.R.M. sGnRH-A( Me f (EH 
激素 释放 激素 类 似 物 ) 为 美国 Salk 研究 所 J. E. River MW. Vale 博士 惠 赠 。 
1.4 实验 设计 

实验 1 PARER Cd?# 对 脑 垂 体 分 族 GtH 的 影响 ”实验 前 2 h 用 HBSS 代替 199 
培养 访 。 不 同 浓度 的 Cd“ 用 缺 Cah HBSS 配制 而 成 。 实 验 开 始 先 收集 3 管 HBSS Bit 
液 ， 样 品 中 GH 含量 的 平均 值 作为 GH 基础 分 泌 值 ， 定 为 参照 标准 。 然 后 依次 换 用 1、 
10、100 和 1000 pmol/L Cda” 60 min, FR Cd*! 浓 度 之 间 用 HBSS 灌流 恢复 
60 min, #10 min 收集 1 管 样品 。 本 实验 重复 4 次 。 

实验 2 EDTA 和 TFP 对 Cd wR BiH A GLH 的 影响 AEDES, HERE 1 
和 洪流 柱 2 即 用 含有 100 umol/L Cd”, PA Ca 的 HBSS( 简 称 HBSS’ ) 进 行 灌流 。 每 
10 min 收集 1 管 ， 先 收集 3 管 ， 祥 品 中 GH 含量 的 平均 值 作为 100 mol/L Cd 刺激 
脑 垂体 分 泌 GH 值 ， 定 为 参照 标准 。 然 后 灌流 柱 1 换 用 1.25 mmol/L EDTA( 用 HBSS’ 
Ac fill HEHE 15 min, HBA HBSS 灌流 1 h， 再 加 大 EDTA 浓度 到 5 mmol/L BE 
15 min， 最 后 用 HBSS W 1 he MERE 2 依次 用 10, 20 和 40 wmol/ L TFP( 用 
HBSS’ MHDIR 15 min， 各 浓度 TFP 之 间 用 HBSS’ 洪流 l he BRB, EDTA M 
TFP 洪流 期 间 每 5 min 收集 1 SHE, HEM AS 10 min 收集 1 管 样品 。 本 实验 重复 3 
次 。 

实验 3 Cd” 对 sGnRH-A 刺激 脑 垂体 分 族 GtH 的 影响 TBR, A: A 继续 
用 HBSS 2K, MBH B 换 用 100 jmol/L Cd**( 用 含 Ca”*HBSS 配制) 洪流， 洪流 柱 C 
换 用 100 mol/L Cd**( 用 缺 Ca” HBSS 配制 )。1 h 后 (从 第 45 min 开始 收集 样品 ， 前 3 
管 GtH 平均 值 作为 参照 标准 )，A、B 和 C 洪流 柱 分 别 给 一 个 2 min 10 nmol/L 
sSGnRH-A 脉冲 式 刺 激 ， 然 后 继续 灌流 一 段 时 间 。 汶 访 过 程 中 每 5 min 收集 1 管 样品 ， 
本 实验 重复 4 次 。 
1.5 激素 的 测定 和 分 析 统 计 方 法 

样品 中 GH RNEER GIH 为 标记 抗原 和 标准 品 的 GtH 放射 免疫 副 定 方法 
(Peter，1984b) 实 验 结 果 的 计算 采用 相对 值 ， 每 个 实验 的 参照 标准 定 为 100%。 参 照 标准 
的 3 F GtH 值 之 间 的 差别 必须 小 于 20% 才 能 用 于 统计 。 浇 流 过 程 中 GtH 变化 值 均 换算 
成 与 参照 标准 之 间 的 百分比 。 每 组 数据 以 平均 值 上 + 标准 差 表 示 。 实 验 药 物 引起 的 GtH 分 
WP iL 上 检验 进行 显著 性 检验 ， 当 P<0.05 时 ， 认 为 差异 显著 。 


2 实验 结果 


21 不同 浓 度 的 Cd 对 脑 垂体 分 沙 GEH 的 影响 

用 1、10、100 和 1000 “mol / L fy Cd?*4> SIAR oA fs BEER, FED RR) Cd 刺激 脑 
EZ GH 的 平均 值 分 别 是 85.84 14.7%. 96.94 19.8%, 169.94 2.8% 153.94 
8.1%, 1 和 10 umol L 的 Cdl A i E a GtH 作用 不 明显 ，100 和 
1000 umol” L RY Cd RAEk GIH 显著 增加 (P<0.05)。100 mol/L Cd” Hi 
BE GH 的 平均 值 最 高 ， 当 Cd EE nA 1000 umol/ L, WE 
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GtH MA FM, AOS ARERR P> 0.05) (AE 1). 
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Fi s Effect of Cd (t, 10, 100 oe Ces 

fee wa = cS din éo-min (lacy Fie 2 Efect of EDTA (1.25.5 mmol/L), 
FMO ia NO ceeds ae oa introduced inl5—min (Black bar) at hourly in- 


bar) at hourly interval, onGtH secretion from ; : 
a, à ly terval, on Cd** stimulated GtH secretion 
pituitaty fragments of common carp ae 
from pituitary fragments of common carp 


2.2 EDTA 对 Cd? HAE ARS GtH 的 影响 

以 含 100 pmol L CaA ik Ca HBSS 灌流 时 GtH 分 洲 水 平 为 参照 标准 (100%)， 
当 换 用 1.25 mmol/L EDTA 灌流 时 GtH 分 泥水 平 显著 下 降 到 77.14 2.8%(P<0.05), 
撤除 EDTA 后 ，GtH 分 族 不 能 恢复 以 前 的 水 平 ， 而 是 继续 下 降 至 20.5+ 3.7% 水 平 ， 在 此 
mh biz EDTA REA 5 mmol/L W, GH Ow FAA 20.7+3.2%, GIH PW 
水 平 并 没有 进一步 下 降 ( 见 图 2)。 
2.3 Cd” sGnRH—-A FIRS MBAS GH 的 影响 

在 用 HBSS 洪流 脑 垂体 (AA) 过 程 中 ， 给 一 个 10 nmol/L sGnoRH-A 脉冲 式 刺激 ， 
15 min 后 GtH 分 泌 达 到 高 峰 (180.9+ 28.3%)。 在 用 100 jmol/ L CdB 含 
Ca™1.25 mmol/L, C ik Ca”1) 洪 流 脑 垂体 过 程 中 ， 同 样 给 一 个 10 nmol/L sGnRH-AA 
脉冲 式 刺 激 ，15 min 后 GtH 2d FMA 55.1 寺 9.3%0(B) 和 77.8 土 13.7%(CX 见 图 3)。 
2.4 TEP 对 Cd IMMER GH 的 影响 

LA 100 wmol/ L Cd 灌流 时 GtH 分 泥水 平 为 参照 标 淮 (100%)， 依 次 引入 10, 
20. 40 jmol/ L TFP( 间 隔 60 min) 时 ，GtH 2 WX} TFP 呈 “ 双 相反 应 ”(biphasis re- 
sponse)， 即 在 TFP 存在 的 情况 下 GH 分 洲 提 高 到 一 定 水 平 ， 撤 除 TFP 后 GH DWN 
急剧 增加 ， 形 成 一 个 显著 高 峰 。 峰 值 随 TFP 浓度 加 大 而 增加 ， 与 10、20 和 
40 umol? TFP 浇 流 撤除 后 相对 应 的 GtH De BA 222.44 40.8%, 275.54 
45.7% #0 598.1+ 61.5% (KA 4). 


HPA Y) 
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图 3 Cd 对 sGnRH-A MRM ERE ”图 4 TEP (10. 20. 40 umol/ LOR 1 he 


2% GtH 的 影响 

Fig.3 Effect of Cd** on sGnRH-A stimulated 
GtHsecretion from pituitary fragments of com- 
mon carp 

A. 4 8A, HBSS Miila if GtH 2 RH i con- 
trol. perfusion with HBSS (% of prepulse} 

B. & 100 pmol/L Cd, 1,25 mmol/ L CdM iw 
(% 100 pmol L Cd** 刺 汶 GtH 4 W Nperfusion with 
100 pmoly L Cd*, 1.25 mmot/ L Ca™i% of 100 
umol / L Cd” stimulated GtH secretion); 

C. & 100 moly L Cd, & CdM iki% 100 
pmol” L Cd?*#] Æ GtH 分 % perfusion with 
tOOsmol / L Cd*, Ca” free (% 100 pmol/ L 
Cd+ stimulated GtH secretion)}. 


流 15 min{ 黑 线 ) 对 100 pmol “L Ca Hw 
脑 垂体 碎片 分 泌 GtH 影响 。 

Fig.4 Effect of TFP (10, 20, 40 pmol”L)， 
introduced in 15—min (black bar) at hourly inter- 
val, on 100 xmol “ L Cd** stimulated GtH se- 
cretion from pituitary fragments of common 


carp 


3 讨论 
本 实验 结果 显示 ， 在 缺 CatR F, M Cd? oie a ee gE A ES let GtH 分 洲 增 加 
(HD; 而 金属 离子 歼 合 剂 EDTA 可 以 消除 Cd2+ 引 起 的 GtH 分 说 作 用 (图 2)。 说 明 Cd 六 > 


Wy A Fe $e Ha SE GH., E Cd2 存 在 的 情况 下 ，sGnRH-A 不 能 发 挥 出 刺激 脑 垂 
476 GtH EM, thas Cd: 刺激 脑 垂体 分 说 GtH 与 sGnRH-A 刺激 脑 垂体 分 泌 GtH 可 
能 有 某 些 类 似 的 作用 途径 。 

sGnRH-A 是 GnRH( 促 性 腺 激素 释放 油 素 ) 的 类 似 物 。GnRH 刺激 脑 垂 体 分 族 GtH 
的 作用 机 制 基本 上 已 被 阐明 。 目 前 ，Ca* 已 被 公认 为 GnRH 作用 的 重要 的 第 二 信使 
(Huckle 等 ，1988; Jamaluddin %, 1989; Mikolajczyk，1990)。GnRH 45 GtH 细胞 膜 
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上 受 体 结合 后 ， 激 活 细胞 膜 上 电压 敏感 性 Ca 通道 voltage-sensitive calcium channels, 
YSCC)， 增 加 细胞 外 Ca Att, Hee ANIM Ca tk (Chang 等 ，1986; )。GnRH 也 可 
以 动员 细胞 内 钙 贮 存 库 释 放 Ca 增加 细胞 质 Ca 被 度 (Chang 等 ，1987)。 一 般 认 为 增加 
的 细胞 质 Ca*! 是 通过 襄 活 钙 调 蛋白 (calmodulin，CaM) 而 改变 细胞 功能 促使 GtH 分 泌 
的 ， 证 据 之 一 是 CaM WHS AEM fl GnRH il eR i HE HK 5 HH GtH 作用 (Conn 等 ， 
1981d)。 P 

锁 与 钙 的 原子 半径 非常 接近 (Jacobson $, 1980), Ak, Cd’ a REM Ca A 
进 人 细胞 内 。 已 有 报道 ，Cd2+ 可 以 通过 YSCC 进入 脑 垂体 细胞 内 (Hinkle 等 ，1987])。 Cd* 
干扰 细胞 外 Ca A, HAMS S Ca HRAH TR MHRA. SHAS 
都 有 影响 (Perino $, 1986; Verbost Æ, 1987; Smith #, 1989), Cd“ 也 能 取代 Ca*! 异 
常 激活 CaM(Chao $, 1984), Alle, Æ Cd** 存 在 的 条 件 下 sGnRH-A 4 ERE 
GtH 分 泌 作 用 的 原因 可 能 是 ，sGnRH-A 刺激 GtH DEAE IR Ca”' 通 道 ， 通 过 
Ca” REIER, Æ Cd2+ 存 在 的 条 件 下 ，Cd+ 干 扰 细 胞 外 Ca” 内 流 } 并 且 Cd? oT RE 
Ca 通道 启用 的 控制 而 进 人 GtH 细胞 内 发 挥 类 似 Ca”* 的 作用 ， 异 常 地 激活 一 系列 与 Ca” 
相 联 系 的 过 程 引起 GH HOB, AM FHT sGnRH-A 的 作用 ， 使 其 不 能 发 挥 作用 ( 
4)。 

CaM 专 一 性 持 抗 剂 TFP 并 不 能 抑制 Cd*! 刺 沿 脑 垂体 分 汉 GtH 作用 ， 而 是 加 强 Cd?” 
的 作用 {图 4)。 显 然 ， 这 与 CaM TESTA GnRH WRBERKDH GH 不 同 。 这 一 实 
验 结果 表明 ，Cd+ 刺 激 GtH DEAS Ca” RIG CaM 促使 GH 分 谱 上 共有 本 质 的 区 别 ， 
Cd ERMAT CaM. Cd EEK GtH 细胞 内 的 详细 作用 机 制 ， 有 待 于 进一步 研究 。 

本 研究 表明 ，Cd2 可 以 直接 刺 汶 鲤鱼 脑 垂 体 异 常 分 泌 GtH， 干 扰 下 丘脑 分 泌 的 促 性 
AG BAK (GnRH) HR Ew GtH 作用 。 这 意味 着 Cd EMBARK EFR 
Pr Hes — Hi EA — EE Aw SNE DURE, A maA E 
响 。 
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EFFECT OF Cd” ON GONADOTROPIN SECRETION OF 
PITUITARY FROM 
COMMON CARP (Cyprinus carpio L. ) IN VITRO 


Ma Guangzhi 
(Department of Biology, South China Normal University, Guangzhou 510631) 
Lin Haoran Zhang Weimin . 


(Department of Biology, Zhongshan University, Guangzhou 510275) 
Abstract 


Effects of Cd**on gonadotropin secretion of pituitary from common carp were studied 
by using the im vitro perfusion system. It was found that Cd?*can stimulated gonadotropin 
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secretion directly, inhibited sGnRH-A stimulating gonadotropin secretion significantly. The 
results suggest that one of the toxic mechanisms of Cd?‘on pituitary gonadotrop might be 
Cd**-disturbed Ca action. 


Key words Cd**, Gonadotropin, Pituitary perfusion system 
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技术 方面 具有 较 高 水 平 的 研究 论文 、 简 报 和 国内 外 动物 学 科 的 进展 、 综 合 性 评述 等 。 

”2. 来 稿 要 求 论点 明 酶 、 数 据 可 靠 、 各 述 精练 、 用 语 确 切 、 文 字 合乎 规范 。 研 究 论 文 〈 包 括 图 表 、 中 外 文摘 要 和 参 
考 文献 》 每 篇 以 B000 字 为 限 ， 超 过 部 分 加 倍 收取 发 表 费 。 简 报 以 2000 字 为 限 。 题 目 要 简明 准确 ， 全 题 不 超过 30 
字 ， 一 般 不 用 副 厢 。 中 外 文英 键 词 3 至 5 个 。 中 文摘 要 不 超过 200 字 。 摘 要 应 包括 目的 、 方 法 、 结 果 和 结论 。 外 文稿 
RH 1000 字 左 布 的 中 文摘 要 。 简 报 仅 附 英文 题目 和 中 外 文英 键 词 。 外 文部 分 国内 作者 姓名 和 好 名 均 果 用 兴 语 拼音 拼 
写 。 

3 来 稿 一 律 用 钢笔 缮 写 在 OAPAMA LE, RAR TR. LHASA AM. LS. RRR 
一 式 两 份 原稿 和 复印 件 各 | 份 ，， 只 寄 复 印 件 概 不 接收 。 正 确 使 用 简化 汉字 《 坟 新 华 字典 》 最 新 版 本 为 准 )。 计 量 
单位 采用 国家 公布 的 统一 标准 和 符号 。 外 文 、 学 名 和 公式 、 符 号 用 打字 机 打出 ， 分 清 大 写 、 小 写 和 正 、 科 位。 排 侨 体 
的 外 文 在 字母 下 划一 械 线 ， 排 黑 栖 者 划一 波纹 线 。 上 、 下 角 的 字母 、 符 号 、 数 码 位 置 要 准确 标明 。 容 易 混 淆 的 字母 、 
符号 ， 在 第 1 次 出 现时 用 铅笔 标明 文 种 。 凡 泌 及 译名 在 第 | 次 出 现时 附注 原文 。 

4. 图 稿 用 给 图纸 以 黑 县 绘制 ， 图 题 、 儿 注 采用 中 英文 并 写 (中 上 、 英 下 )， 图 中 文字 用 和 铝 笔 正楷 注 明 。 地 图 用 地 
图 出 版 社 发 行 的 最 新 窗 白 地理 底 图 答 制 : 插图 依照 中 文 出 现 的 先后 啊 译 编排 ， 并 在 文 内 标明 位 置 ， 于 空位 下 写 明 图 
Z, BERRA: 胃 片 必须 清晰 ， 果 用 原始 有 照片， 并 标明 序号 ， 胶 版 图 按 21 x 14 cm BRM CRD. SATE 
文 可 附 一 版 黑白 胶版 图 。 

5. 论文 中 附 表 ， 选 用 与 论文 最 相关 的 内 容 列 表 。 依 照 文中 出 现 的 先后 顺序 编号 ， 并 在 文 内 标明 位 置 ， 在 空位 上 写 
明 表 号 、 表 厢 和 菩 明 。 避 免 表 、 图 内 容重 复 或 跨 页 排 印 的 大 表 。 表 厢 、 表 注 中 英文 养 写 〈 中 上 、 英 下 )。 

6 参考 文献 只 列 作者 参阅 的 主要 文献 ， 不 编号 ， 附 于 文 末 。 未 公开 发 表 的 资料 勿 列 人 。 敌 项 文 献 撤 中 文 、 日 文 、 
西 文 、 俄 文 的 次 序 编排 。 中 文 按 媳 氏 笔 划 为 序 ， 其 余 文 种 臣 字 母 顺 序 排 列 。 文 后 参考 文献 著录 格式 采用 国家 标准 
(GB 7714-87) 中 的 * 作 者 -出 版 年 ” 制 ， 即 期 刊 书写 格式 为 ， 作 者 ， 年 份 . BA. MAA, © OD. NA. Min: 

WHE, 1980. 关于 我 国 主 题 苇 和 分 类 法 检索 体系 标准 化 的 浊 见 . 北 图 通讯 ，(2)，19 一 23. 

书 藉 文献 书写 格式 为 ， 作 者 ， 年 份 - 书 名 . 出 版 地 ， 出 版 社 . 页 码 - 例如 : 
武汉 大 学 图 书馆 学 系 编 ，19B0. 目录 学 研究 资料 汇 辑 ， 第 四 分 册 外 国 目录 学 . 武汉， 武汉 大 学 图 书馆 学 系 . 173 一 178. 

中 国 作者 的 汉语 拼音 须 写 全 名 。 外 文 期 刊 名 下 划一 措 线 ， 卷 号 下 划一 波纹 线 。 

7. 来 稿 请 写 明 详细 通讯 地 址 ， 邮 政 编 码 ， 并 附 工作 章 位 推荐 梢 。 勿 一 稿 两 投 〔 包 括 国内 外 )。 不 符合 本 刊 技术 要 
求 的 稿件 一 律 退 作 者 修改 。 不 拟 刊 登 的 稿件 ， 原 稿 怒 不 过 还。 

8. 本 刊 对 来 稿 有 权 修 改 。 退 禾 稿件 博 在 1 月 内 容 还 ， 超过 6 个 月 ， 按 自动 退 稿 处 理 。 

9 本 刊 收取 审 理 费 和 版 面 费 。 稿 件 -- 经 发 表 ， 酌 致 稿酬 。 论 文 作 者 赠送 当期 本 刊 1 册 ， 抽 印 本 30 份 。 简 报 作者 
只 赠送 当期 本 刊 | 册 。 

10. 本 刊 编 辑 部 地 址 ， 昆 明 市 教 场 东 路 32 号 中 国 科 学 院 昆 明 动物 研究 所 《动物 学 研究 》 编 辑 部 650223, 
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